Liver fibrosis represents a significant health problem worldwide for which no effective therapy exists. A great deal of research has been carried out to understand the molecular mechanisms responsible for the development of liver fibrosis. Activated stellate cells are the primary cell type responsible for the production of collagen I, the key protein involved in the development of liver fibrosis. Excessive deposition of collagen I occurs along with impaired extracellular matrix remodeling. Following a fibrogenic stimulus stellate cells transform into an activated collagen type I-producing cell. Numerous changes in gene expression are associated with stellate cell activation, including the induction of several intracellular signaling cascades, which help maintain the activated phenotype and control the fibrogenic and proliferative state of the cell. Activation of stellate cells is mediated by factors released from hepatocytes and Kupffer cells as they produce reactive oxygen species, nitric oxide, cytokines, growth factors, and cyclooxygenase and lipoxygenase metabolites, which provide pivotal paracrine effects in the liver milieu. Inhibition of stellate cell activation, proliferation, and the increased production of extracellular matrix (i.e. collagen type I) are therefore crucial steps for intervention in hepatic fibrogenesis.
role in ethanol oxidation at high concentrations of ethanol (binge drinking) and in chronic alcohol consumption (chronic alcoholism) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) . CYP2E1 oxidizes ethanol to generate many toxic products, such as acetaldehyde, 1-hydroxyethyl radical, and other reactive oxygen species (ROS), such as superoxide radical (O 2 ⋅ -), hydrogen peroxide (H 2 O 2 ), and hydroxyl radical (OH ⋅ ); as well as lipid peroxidation-end products malondialdehyde (MDA) and 4-hydroxy nonenal (4-HNE) (12, 15) . There is a considerable interest in the role of oxidative stress and ethanol generation of ROS in the mechanism by which ethanol is hepatotoxic (13) .
Among the noxious effects of alcohol are: a) damage to the mitochondria with the subsequent decrease in ATP levels (16, 17) ; b) changes in membrane fluidity by interaction with either phospholipids or proteins (18, 19) ; c) malnutrition (20) ; d) hypoxia in the pericentral zone of the liver acinus as oxygen is consumed in order to detoxify ethanol via oxidation (7); e) altered cytokine production (e.g. TNFα and TGFβ) (21, 22) ; f) induction of 'leaky gut' with translocation of bacterial-derived endotoxin (LPS), the consequent activation of Kupffer cells, and the release of other soluble mediators and ROS (23, 24) ; and g) impairment of the antioxidant defense (17, 25) . All these effects enhance liver injury and contribute in one way or another to the activation of stellate cells (HSC).
STELLATE CELL ACTIVATION
The normal liver contains an epithelial component (hepatocytes), an endothelial lining (endothelial cells), tissue macrophages (Kupffer cells), natural killer cells (NK), and perivascular mesenchymal cell, HSC, which are the key fibrogenic cells (26) . The cellular elements of the liver are organized within the sinusoid, with the subendothelial space of Disse separating the epithelium from the sinusoidal endothelium. In normal liver this space contains a non electron-dense basement membrane-like matrix which is essential for maintaining the differentiated function of all resident liver cells (27) . As the liver becomes fibrotic, the total content of collagens and non-collagenous components increases and it is accompanied by a shift in the type of ECM in the subendothelial space from the normal low density basement membrane-like matrix to interstitial type matrix containing fibril-forming collagens (mostly collagens I and III) (26) . HSC activation is a key feature in excessive ECM deposition (27, 28) .
Under physiological conditions, HSC comprise about 15% of the total number of resident liver cells (28, 29) . Their main function is storage and homeostasis of vitamin A and other retinoids, which are stored in cytoplasmic lipid droplets as retinyl esters (29, 30) . HSC regulate the sinusoidal blood flow, produce apolipoproteins, prostaglandins, growth factors, and cytokines all of which contribute to ECM homeostasis (29, 30) . Synthesis and degradation of normal hepatic ECM is essential for the integrity of the space of Disse and for the intra-and intercellular communication among neighboring cells (29, 30) .
Following a fibrogenic stimulus, HSC undergo a complex process of activation in which they become transformed from quiescent to activated myofibroblast-like cells (8, 26) . Phenotypic changes include stretching, nuclear and cellular enlargement, cytoplasmic spreading, elongation of processes to establish contacts among cells, and loss of lipid droplets (26, 29, 31) . As they become activated, HSC increase α-smooth muscle actin (α-sma) and collagen type I protein expression (26) (27) (28) (29) 31) , they proliferate, and migrate to the site of injury where ECM builds up and scarring occurs (26) .
The phenomenon of HSC activation takes place as a sequence of well interrelated events (26, (28) (29) (30) (31) . The first steps encompass rapid changes in gene expression, associated with transcriptional events (e.g. COL1A1 and COL1A2 up-regulation), and induction of immediate early genes, which render the cells responsive to cytokines and other local stimuli from paracrine or autocrine origin (26) . The subsequent steps incorporate the cellular events that amplify the activated phenotype through enhanced cytokine expression and responsiveness (26) .
The perpetuation of HSC activation involves key phenotypic responses mediated by increased cytokine production and remodeling of ECM. These phenotypic responses of HSC include:
1. Proliferation: increased numbers of HSC in injured liver develop at least in part as a response to local growth factors, most of which signal through receptor tyrosine kinases (32, 33) . Among these factors, platelet-derived growth factor (PDGF) and TGFβ are the best characterized and most powerful (34, 35) .
2. Contractility: represents an important mechanism underlying increased portal resistance during liver injury. The key contractile stimulus toward HSC is endothelin-1 (ET-1), likely autocrine derived (36) .
3. Fibrogenesis: up-regulation of collagen type I synthesis is among the most striking molecular responses of HSC to injury and is regulated at the transcriptional and translational levels (37) (38) (39) (40) .
4. Matrix degradation: changes in matrix proteolytic activity lead to remodeling of ECM during liver injury, which accelerate HSC activation (37) . A family of matrix-metalloproteinases (MMPs) contributes to either pathologic or restorative matrix degradation (37, 41, 42) . MMPs can be either activated through proteolytic cleavage (43) , or inhibited by binding to specific inhibitors known as tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) (43) . MMP-2, MMP-3, MMP-9 and MT-MMP1 are involved in the degradation of the normal subendothelial ECM which is replaced by fibril-forming collagens, which can stimulate HSC growth (44) (45) (46) . Furthermore, expression of TIMP-1 in activated HSC inhibits MMP-1, the main metalloproteinase responsible for col-lagen type I degradation in humans (46, 47) . Sustained TIMP-1 expression is emerging as a key reason why fibrosis progresses (48, 49) . MMPs and TIMPs are sensitive to ROS, reactive nitrogen species, cytokines, and growth factors (44) (45) (46) 48, 49) .
5. Chemotaxis: directed migration of activated HSC enhances their accumulation in areas of injury (34, 50) . PDGF and monocyte chemotactic protein (MCP-1) are chemoattractants toward activated but not quiescent cells (34, 51) . 6 . Retinoids: loss of intracellular vitamin A is remarkable during HSC activation (52) , yet it remains unknown whether it is required for HSC to activate, and also which retinoids might accelerate or prevent activation in vivo (52) . Retinoids may be directly linked to fibrogenesis as they stimulate the activation of latent TGFβ1, thereby increasing its fibrogenic activity (53).
7. Cytokine release: increased production and activity of cytokines is critical for perpetuation of HSC activation (22, 50) . ECM is also an important reservoir for growth factors including TGFβ1, PDGF, VEGF, fibroblast growth factor (FGF), hepatocyte growth factor (HGF), and platelet activating factor (PAF) (22, 32, 50) . Finally, HSC also release neutrophil and monocyte chemoattractants that can amplify inflammation during liver injury, including colony stimulating factor (CSF), monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), interleukin-6, and cytokine-induced neutrophil chemoattractant/IL-8 (CINC) (54) (55) (56) (57) . Anti-fibrogenic cytokines produced by HSC have also been identified, in particular IL-10 (58) and TNFα (59) .
ALCOHOL AND LIVER FIBROSIS
Chronic alcohol liver injury leads to fibrosis, with the subsequent disruption of the liver architecture, and impairment of hepatic metabolism (15,60). The cross-talk between parenchymal and non-parenchymal cells and the excessive production of ECM components are main features in the development of hepatic injury and fibrosis (38, 40) . Soluble factors, such as cytokines, chemokines, and ROS are candidate mediators for the induction of the fibrogenic response (26, 32, 40, 61) . Reactive nitrogen species may also play a role. Initiation of HSC activation is mainly due to paracrine stimulation by injured hepatocytes/bile duct cells, inflammatory cells, activated macrophages and neutrophils, or to early changes in ECM composition (26, 32, 40) . Perpetuation results form autocrine and paracrine stimulation, as well as from accelerated ECM remodeling (26, 32, 40) .
-Paracrine effect of hepatocytes. Alcohol metabolism via CYP2E1 leads ROS production and lipid peroxidation-end products (62) . Acetaldehyde, ROS, and longchain polyunsaturated fatty acids can activate HSC in a paracrine mode (62) (63) (64) (65) . Acetaldehyde induces COL1A1 and COL1A2 through a TGFβ-dependent mechanism (63, 64) . TGF-β is considered to be the most potent profibrogenic cytokine (35, 66) . It suppresses hepatocyte proliferation, stimulates HSC activation, promotes ECM production, and mediates hepatocyte apoptosis (3, 35, 53, (67) (68) (69) . ROS and lipid peroxidation products MDA and 4-HNE can increase collagen type I production in HSC (70) (71) (72) (73) (74) (75) (76) . ROS also modulate the binding of transcription factors (e.g. c-Jun/AP1, NFkB, Sp1, and Smads) which modulate COL1A1 and COL1A2 transactivation in HSC (27, 40, (77) (78) (79) .
As already mentioned, alcohol modifies the cellular redox state by altering the ratio of NAD + /NADH and NADP + /NADPH, elevates lactic acid, and increases angiotensin II, a powerful pro-fibrogenic cytokine (2, 80) . Lastly, fatty acid ethyl esters activate quiescent HSC via a mitogen-activated protein kinase (MAPK)-dependent pathway (81) .
-Paracrine effect of Kupffer cells. Ethanol impairs gut permeability leading to overgrowth of Gram negative bacteria (82) (83) (84) (85) . Endotoxin or lipopolysaccharide (LPS), a component of the Gram negative bacterial wall, translocates from the intestinal lumen into the portal circulation triggering Kupffer cell activation (82) (83) (84) (85) . Influx of Kupffer cells coincides with the appearance of HSC activation markers (e.g. PDGFRβ and α-sma) (86) . Kupffer cells may stimulate matrix synthesis, cell proliferation, and release of retinoids by HSC through the actions of cytokines and reactive species (57) . They can also influence HSC through secretion of MMP-9 because it can activate latent TGFβ1, stimulating HSC collagen I synthesis (87) . Lastly, Kupffer cells generate ROS either via NADPH oxidase (88) , xanthine oxidase (89), mitochondria (89), or possibly CYP2E1 (90) , which in turn, may enhance HSC activation and collagen I synthesis (13, 91) . These effects are enhanced under ethanol treatment, and a role for polyunsaturated fatty acids should be considered as critical components which promote injury in several in vitro and in vivo models of ethanol administration (85, 92) . Kupffer cells also produce nitric oxide (NO), which can counterbalance the stimulatory effects of ROS by reducing HSC proliferation, contractility, and collagen I production; however, NO may also react with O 2 ⋅-to generate peroxynitrite (ONOO -), whose potential effects on HSC collagen I production are unknown and worth exploring. TNFα acts as an antifibrogenic, down-regulating COL1A1 and COL1A2 promoters both in humans and in rodents (40, 59, 93) .
-Paracrine effect of sinusoidal endothelial cells. Injury of sinusoidal endothelial cells by ROS and acetaldehyde stimulates the production of certain fibronectin isoforms, such as leptin, which may activate HSC (94) . Moreover, damaged endothelial cells convert latent TGF-β1 into its active form (22, 95) . Also, sinusoidal endothelial cells increase the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) in response to injury (96) . VEGF binds to its receptors in HSC and promote their activation enhancing the expression of procollagen type I (96).
-Paracrine and autocrine effect of HSC. Activated HSC secrete inflammatory chemokines e.g. TNFα, TGFβ, IL6, and PDGF which regulate collagen type I at the transcriptional and translational level (28, 33, 40, 50, 97) . Activated HSC also secrete angiotensin II, which induces fibrogenic actions via NADPH oxidase (41, 42) . HSC are the master regulators for ECM remodeling. An expanding family of matrix-metalloproteinases (MMPs) contributes to either pathologic or restorative matrix degradation (41, 42) . These enzymes fall into five categories based on substrate specificity: interstitial collagenases (MMP-1, -8, -13), gelatinases (MMP-2, -9), stromelysins (MMP-3, -7, -10, -11), membrane-type metalloproteinases (MMP-14 or MT1-MMP, -15, -16, -17, -24, -25) and metalloelastase (MMP-12) (41, 42) . Metalloproteinases can be either activated through proteolytic cleavage, or inhibited by binding to specific inhibitors known as tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) (45) . Liver 'pathologic' matrix degradation refers to early disruption of the normal subendothelial matrix which occurs through the actions of four enzymes: MMP-2 and MMP-9, which degrade type IV collagen; MT1-MMP, which activates latent MMP-2; and MMP-3, which degrades proteoglycans and glycoproteins, and also activates latent collagenases (43) . Failure to degrade the accumulated scar is a major reason why fibrosis progresses to cirrhosis (7) . In humans, MMP-1 (in rats, MMP-13) is the main protease which degrades type I collagen, the principal collagenous protein in liver fibrosis (98) . Alternatively, it is possible that other enzymes such as MT1-MMP and MMP-2 may have interstitial collagenase activity (98) . More importantly, progressive fibrosis is associated with marked increases in TIMP-1 and TIMP-2 (44,46), leading to a net decrease in protease activity, and therefore matrix accumulation. HSC are the major source of these inhibitors (44, 46) .
-Role of innate immunity. Alcohol consumption mediates suppression of the innate immunity as decreases NK cells activity and their numbers (99, 100) . The liver immune system is comprised of Kupffer cells, NK cells, NK-T cells and interferon alpha and gamma (IFNα and IFNγ). NK cells may kill activated HSC while IFNα and IFNγ block TGF-β1 signaling and HSC activation (101, 102) .
REVERSION AND TREATMENT
Current questionable trends of thought suggest that reversion of fibrosis may happen by inducing apoptosis or necrosis of activated HSC, or less likely by transformation of activated HSC to a more quiescent phenotype.
-Apoptosis of activated HSC. Spontaneous resolution of experimental fibrosis is associated with the clearance of collagen type I-producing α-sma positive myofibroblasts (activated HSC and transdifferentiated portal fibroblasts) (103) . HSC clearance has been attributed to the induction of apoptosis (103) . Apoptosis of myofibroblasts is associated with decreased expression of TIMP1, which protects activated HSC from apoptosis, and increased MMP-1 activity in the liver (103) .
-Reverse trans-differentiation of activated HSC to quiescent phenotype. One theoretical approach to reverse fibrosis is the reverse trans-differentiation of activated HSC to a more quiescent phenotype. Quiescent HSC are full of vitamin A and triglycerides which are depleted in the activated HSC (26, 28) . The adipogenic/lipogenic transcriptional regulation conferred by PPAR, LXR, and SREBP-1c is required for the maintenance of the fat-storing quiescence phenotype of HSC (104) . Expression of these transcription factors is lost in activated HSC (104) . On the other hand, treatment of the activated HSC with an adipocyte differentiation cocktail or ectopic expression of PPARγ or SREBP-1c causes their reversal to the quiescent phenotype (105) (106) (107) .
The most efficient treatment for alcohol liver diseases is usually the cessation of the contributing agent e.g. alcohol. Although liver fibrosis is reversible, cirrhosis, the end-stage consequence of fibrosis, is generally irreversible. Thus, efforts to understand fibrosis focus primarily on events that lead to the early accumulation of scar (e.g. collagen I) in hope of identifying therapeutic targets to slow its progression or help its resolution. Inhibition of HSC activation, proliferation, and the increased production of ECM are crucial steps for intervention in hepatic fibrogenesis. REV 
RESUMEN
La fibrosis hepática es un importante problema de salud en todo el mundo para el que no hay tratamiento efectivo. Se han realizado muchas investigaciones para comprender los mecanismos moleculares que son responsables del desarrollo de la fibrosis hepática. Las células estrelladas activadas son el principal tipo celular responsable de la producción de colágeno I, la proteína clave implicada en el desarrollo de la fibrosis hepática. Se desarrolla en excesivos depósitos de colágeno I junto con un deterioro del remodelado de la matriz extracelular. Tras un estímu-lo fibrogénico, las células estrelladas se transforman en células activadas productoras de colágeno de tipo I. Son numerosos los cambios de expresión génica que se asocian a la activación de las células estrelladas, incluida la inducción de varias cascadas de señalización celular, lo que ayuda a conservar el fenotipo activado y a controlar el estado fibrogénico y proliferativo de la célula. La activación de las células estrelladas está mediada por factores que liberan los hepatocitos y las células de Kupffer al producir especies de oxígeno reactivas, óxido nítrico, citoquinas, factores de crecimiento y metabolitos de la ciclooxigenasa y la lipooxigenasa, que inducen efectos paracrinos esenciales en el medio hepático. Inhibir la activación y proliferación de las células estrelladas, y la producción de matriz extracelular (es decir, de colágeno de tipo I) es un paso crucial para poder prevenir en la fibrogéne-sis hepática.
Palabras clave: Células estrelladas hepáticas. Colágeno I. Hepatopatía alcohólica. Fibrosis. Especies reactivas de oxígeno.
HEPATOPATÍA ALCOHÓLICA
La fibrosis hepática es la consecuencia común a lesiones hepáticas crónicas de muchas etiologías (1). El abuso crónico de alcohol es el principal motivo de que aparezca fibrosis hepática y finalmente cirrosis, una de las principales causas de muerte en todo el mundo (1,2). La fibrosis se caracteriza por una acumulación excesiva de proteínas de matriz extracelular (MEC) con una degradación muy escasa (1,2). La fibrosis avanzada rompe la arquitectura normal del hígado, aumenta la presión portal y deteriora la comunicación intercelular (3). En humanos, los depósitos de colágeno de tipo I se encuentran normalmente en la zona pericentral y perisinusoidal del hígado (2, 4, 5) .
Antes de que comience el proceso firogénico, el híga-do suele volverse esteatótico y desarrolla esteatohepatitis (6). Muchos de los efectos tóxicos del alcohol en el hígado se han relacionado con su metabolismo, ya que origina productos tóxicos e induce un estado de estrés oxidativo (por activación de la CYP2E1, deterioro de la función mitocondrial y reducción de los depósitos de glutatión) (7) (8) (9) (10) . Sólo alrededor del 2-10% del etanol que se absorbe en el tubo digestivo se elimina por el riñón y el pulmón; el resto experimenta metabolismo hepático (8) .
Una de las principales rutas metabólicas del etanol es la alcohol-deshidrogenasa (ADH) (8) . La ADH cataliza la oxidación del etanol a acetaldehído, proceso en el que se transfiere hidrógeno del etanol al cofactor nicotinamida-adenina-dinucleótido (NAD + ), que pasa entonces a su forma reducida (NADH) (8) . El acetaldehído se reduce después a acetato, la mayor parte del cual se secreta al torrente circulatorio (8) . Varios de los efectos hepáticos y metabólicos del etanol pueden atribuirse a la reacción redox (aumento del cociente NADH/NAD + ) que tiene lugar al oxidarse el etanol (8, 9) .
Aunque la mayor parte del etanol se oxida por la ADH cuando los niveles de alcohol son bajos, el CYP2E1, una forma inducible por etanol del compartimento microsomal de los hepatocitos y las células de Kupffer, desempeña un papel más importante en la oxidación del etanol cuando este se encuentra en concen- traciones altas (consumo excesivo) o se bebe de forma crónica (alcoholismo crónico) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) . El CYP2E1 oxida el etanol dando lugar a muchos productos tóxicos, como acetaldehído, radicales 1-hidroxietilo y otras especies reactivas de oxígeno (ERO), como el radical superóxido (O 2 ⋅ -), el peróxido de hidrógeno (H 2 O 2 ) y el radical hidroxilo (OH ⋅ ), además de productos finales de la peroxidación lipídica malondialdehído (MDA) y 4-hidroxinonenal (4-HNE) (12, 15) . Existe un interés considerable por el papel que desempeñan el estrés oxidativo y la generación de ERO en el mecanismo por el que el etanol resulta hepatotóxico (13) .
Entre los efectos nocivos del alcohol están: a) el daño a las mitocondrias, con la subsiguiente disminución de los niveles de ATP (16,17) ; b) la alteración de la fluidez de las membranas al interactuar con sus fosfolípidos o proteínas (18, 19) ; c) la malnutrición (20); d) la hipoxia en la zona pericentral del acino hepático, al consumirse oxígeno para poder detoxificar el etanol mediante la oxidación (7); e) la alteración de la producción de citoquinas (p. ej., TNFα y TGFβ) (21,22); f) la inducción de "goteras" intestinales, con translocación de la endotoxina derivada de bacterias (LPS), la consiguiente activación de las células de Kupffer y la liberación de otros mediadores solubles y ERO (23,24); y g) el deterioro de la defensa antioxidante (17, 25) . Todos estos efectos potencian la lesión hepática y contribuyen de una forma u otra a la activación de las células estrelladas (CEH).
ACTIVACIÓN DE LAS CÉLULAS ESTRELLADAS
El hígado normal tiene un componente epitelial (hepatocitos), un revestimiento endotelial (células endoteliales), macrófagos tisulares (células de Kupffer), célu-las natural killer (NK) y células mesenquimatosas perivasculares, las CEH, que constituyen las células fibrogénicas fundamentales (26) . Los elementos celulares del hígado se organizan en el sinusoide, separando mediante el espacio subendotelial de Disse el epitelio del endotelio sinusoidal. En el hígado normal, este espacio contiene una matriz no electrodensa, parecida a la membrana basal, que es esencial para mantener la función diferenciada de todas las células hepáticas (27) . Cuando el hígado se vuelve fibrótico, el contenido total de colágenos y componentes no colagenosos aumenta, lo que se acompaña de un cambio en el tipo de MEC del espacio subendotelial, que pasa de ser una matriz poco densa, similar a la membrana basal, a ser una matriz de tipo intersticial que contiene colágenos formadores de fibras (principalmente colágenos I y III) (26) . La activación de las CEH es un elemento clave para el excesivo depósito de MEC (27, 28) .
En condiciones fisiológicas, las CEH comprenden alrededor del 15% del número total de células hepáticas (28, 29) . Su principal función es el almacenamiento y la homeostasis de la vitamina A y otros retinoides, que se almacenan como gotas lipídicas citoplasmáticas en forma de ésteres de retinilo (29, 30) . Las CEH regulan el flujo sanguíneo sinusoidal y producen apolipoproteínas, prostaglandinas, factores de crecimiento y citokinas, todas las cuales contribuyen a la homeostasis de la MEC (29, 30) . La síntesis y la degradación de la MEC hepáti-ca normal es esencial para la integridad del espacio de Disse y para la comunicación intra-e intercelular entre células vecinas (29, 30) .
Después de un estímulo fibrogénico, las CEH experimentan un complejo proceso de activación en el que dejan de ser quiescentes y se transforman en células activadas parecidas a miofibroblastos (8, 26) . Como consecuencia sufren cambios fenotípicos: se ensanchan, con agrandamiento nuclear y celular, estiramiento citoplasmático, elongación de las prolongaciones para establecer contacto entre células, y pérdida de las gotas lipí-dicas (26, 29, 31) . Al activarse, las CEH aumentan la expresión de actina de músculo liso α (α-sma) y de colá-geno de tipo I (26) (27) (28) (29) 31) , proliferan y migran al lugar de la lesión, donde se acumula MEC y se produce cicatrización (26) .
El fenómeno de activación de las CEH tiene lugar como una secuencia de sucesos bien interrelacionados (26, (28) (29) (30) (31) . Los primeros pasos comprenden cambios rápidos de la expresión génica asociados a eventos transcripcionales (p. ej., elevación al alza de COL1A1 y COL1A2) e inducción de genes tempranos inmediatos, que hacen que las células respondan a las citocinas y demás estímulos locales de origen paracrino o autocrino (26) . Los pasos posteriores incorporan los sucesos celulares que amplifican el fenotipo activado potenciando la expresión de citokinas y la reactividad (26) .
La perpetuación de la activación de las CEH conlleva respuestas fenotípicas fundamentales mediadas por una mayor producción de citokinas y remodelación de la MEC. Estas respuestas fenotípicas son:
1. Proliferación. El aumento de la cantidad de CEH en el hígado lesionado se produce, al menos en parte, en respuesta a factores de crecimiento locales, la mayoría de los cuales señalizan a través de receptores tirosina-quinasas (32, 33) . Entre estos factores, el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el TGFβ son los mejor estudiados y los más potentes (34, 35) .
2. Contractilidad. Mecanismo importante que justifica la mayor resistencia portal en la lesión hepática. El estí-mulo contráctil clave dirigido las CEH es la endotelina 1 (ET-1), probablemente de origen autocrino (36) .
3. Fibrogénesis. La elevación en la síntesis de coláge-no de tipo I es una de las respuestas moleculares más llamativas de las CEH frente a la lesión y está regulada a nivel transcripcional y traduccional (37) (38) (39) (40) .
4. Degradación de la matriz. Los cambios de la actividad proteolítica de la matriz conducen a la remodelación de la MEC en la lesión hepática, acelerando la activación de las CEH (37) . Hay una familia de metaloproteinasas de la matriz (MMP) que contribuye a la degradación, bien patológica o bien restauradora, de la matriz (37, 41, 42) . Las MMP pueden activarse mediante escisión proteolítica (43) o inhibirse por su unión a inhibidores específicos conocidos como inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMP) (43) . Las MMP-2, MMP-3, MMP-9 y MT-MMP1 intervienen en la degradación de la MEC subendotelial normal, que es sustituida por coláge-nos formadores de fibras capaces de estimular el crecimiento de las CEH (44) (45) (46) . Además, la expresión de TIMP-1 en las CEH activadas inhibe la MMP-1, la principal metaloproteinasa responsable de la degradación del colágeno de tipo I (46, 47) . La expresión mantenida de TIMP-1 hace que la respuesta fibrogénica prolifere (48, 49) . Las MMP y las TIMP son sensibles a las ERO, las especies reactivas de nitrógeno, las citocinas y los factores de crecimiento (44) (45) (46) 48, 49) .
5. Quimiotaxis de las CEH. La migración dirigida de las CEH activadas potencia su acumulación en las áreas lesionadas (34, 50) . El PDGF y la proteína quimiotáctica monocitaria (MCP-1) son factores quimioatrayentes hacia las células activadas, pero no hacia las quiescentes (34,51).
6. Retinoides. La pérdida intracelular de vitamina A es muy notable durante la activación de las CEH (52), aunque sigue sin saberse si esto es necesario para que las CEH se activen y cuáles son los retinoides que podrían acelerar o prevenir la activación in vivo (52) . Los retinoides podrían estar directamente relacionados con la fibrogénesis, ya que estimulan la activación del TGFβ1 latente, aumentando así su actividad fibrogéni-ca (53).
7. Liberación de citoquinas. La mayor producción y actividad de las citoquinas es crítica para poder perpetuar la activación de las CEH (22, 50) . La MEC constituye también un reservorio importante de factores de crecimiento, incluidos el TGFβ1, el PDGF, el VEGF, el factor de crecimiento fibroblástico (FGF), el factor de crecimiento hepatocitario (HGF) y el factor activador de plaquetas (PAF) (22, 32, 50) . Finalmente, las CEH liberan también quimioatrayentes neutrofílicos y monocitarios capaces de amplificar la inflamación en caso de lesión hepática, como el factor estimulante de colonias (CSF), la proteína quimiotáctica monocitaria 1 (MCP-1), la interleukina 6 y el quimioatrayente neutrofílico inducido por citokinas/IL-8 (CINC) (54) (55) (56) (57) . También se han detectado citokinas antifibrogénicas producidas por las CEH, en concreto la IL-10 (58) y el TNFα (59) .
ALCOHOL Y FIBROSIS HEPÁTICA
La lesión hepática crónica por alcohol produce fibrosis, con la consiguiente ruptura de la arquitectura del hígado, y deterioro del metabolismo hepático (15,60). La intercomunicación entre células parenquimatosas y no parenquimatosas, y la producción excesiva de componentes de la MEC son rasgos fundamentales de la aparición de la lesión hepática y la fibrosis (38, 40) . Factores solubles como las citokinas, las quimiokinas y las ERO son mediadores candidatos a la inducción de la respuesta fibrogénica (26, 32, 40, 61) . Las especies reactivas de nitrógeno también pueden intervenir. El inicio de la activación de las CEH se debe principalmente a la estimulación paracrina por parte de los hepatocitos/las células de los conductos biliares lesionados, las células inflamatorias, los macrófagos activados y los neutrófilos, o a los primeros cambios de la composición de la MEC (26, 32, 40) . La perpetuación se debe a una estimulación autocrina y paracrina, así como al remodelado acelerado de la MEC (26, 32, 40) .
-Efecto paracrino de los hepatocitos. El metabolismo del alcohol por la vía del CYP2E1 conduce a la producción de ERO y de productos finales de la peroxidación lipídica (62) . El acetaldehído, las ERO y los ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga pueden activar las CEH de manera paracrina (62) (63) (64) (65) . El acetaldehído induce COL1A1 y COL1A2 a través de un mecanismo dependiente del TGFβ (63, 64) . El TGFβ se considera la más potente de las citokinas profibrogéni-cas (35, 66) . Suprime la proliferación hepatocitaria, estimula la activación de las CEH, promueve la producción de MEC y media la apoptosis de los hepatocitos (3, 35, 53, (67) (68) (69) . Las ERO y los productos de la peroxidación lipídica MDA y 4-HNE pueden incrementar la producción de colágeno de tipo I en las CEH (70) (71) (72) (73) (74) (75) (76) . Las ERO modulan también la unión de los factores de transcripción (p. ej., c-Jun/AP1, NFkB, Sp1 y Smads), que modulan la transactivación de COL1A1 y COL1A2 en las CEH (27, 40, (77) (78) (79) .
Como se dijo anteriormente, el alcohol modifica el estado celular redox al alterar la relación NAD + /NADH y NADP + /NADPH, eleva el ácido láctico y aumenta la angiotensina II, una potente citokina profibrogénica (2, 80) . Por último, los ésteres de etilo de los ácidos grasos activan las CEH quiescentes por medio de una ruta dependiente de la proteína-kinasa activada por mitógenos (MAPK) (81) .
-Efecto paracrino de las células de Kupffer. El etanol deteriora la permeabilidad del tubo digestivo, lo que conduce al sobrecrecimiento de bacterias gram negativas (82) (83) (84) (85) . La endotoxina o lipopolisacárido (LPS), uno de los componentes de la pared de las bacterias gram negativas, se transloca de la luz intestinal a la circulación portal, desencadenando la activación de las cé-lulas de Kupffer (82) (83) (84) (85) . El influjo de las células de Kupffer coincide con la aparición de marcadores de la activación de las CEH (p. ej., PDGFRβ y α-sma) (86) . Las células de Kupffer pueden estimular la síntesis de matriz, la proliferación celular y la liberación de retinoi-des por las CEH a través de las acciones de citokinas y especies reactivas (57) . También pueden influir en las CEH mediante la secreción de MMP-9, ya que esta puede activar el TGFβ1 latente, estimulando así la síntesis de colágeno de tipo I por las CEH (87) . Por último, las células de Kupffer generan ERO por la vía de la NADPH-oxidasa (88), de la xantina-oxidasa (89), de la mitocondria (89) o posiblemente del CYP2E1 (90), lo que a su vez puede potenciar la activación de las CEH y la síntesis de colágeno I (13, 91) . Estos efectos se potencian al tratar con etanol, debiendo tenerse en cuenta el papel de los ácidos grasos poliinsaturados como componentes críticos que fomentan la lesión en varios modelos in vitro e in vivo de administración de etanol (85, 92) . Las células de Kupffer producen también óxido nítrico (NO), que puede contrarrestar los efectos estimulantes de las ERO al reducir la proliferación de las CEH, la contractilidad y la producción de colágeno I; sin embargo, el NO puede también reaccionar con el O 2 ⋅-para generar peroxinitrito (ONOO -), cuyos posibles efectos sobre la producción de colágeno I por las CEH se desconocen y merecería la pena explorar. El TNFα actúa como antifibrogénico, reprimiento a los promotores de COL1A1 y COL1A2 tanto en humanos como en roedores (40, 59, 93) .
-Efecto paracrino de las células endoteliales de los sinusoides. La lesión de las células endoteliales de los sinusoides por las ERO y el acetaldehído estimula la producción de ciertas isoformas de la fibronectina, como la leptina, capaces de activar las CEH (94) . Es más, las cé-lulas endoteliales dañadas convierten el TGFβ1 latente en su forma activa (22, 95) . Además, las células endoteliales de los sinusoides aumentan la expresión del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) en respuesta a la lesión (96) . El VEGF se une a sus receptores en las CEH y promueve su activación, potenciando la expresión de procolágeno de tipo I (96) .
-Efecto paracrino y autocrino de las CEH. Las CEH activadas secretan quimiokinas inflamatorias -p. ej., TNFα, TGFβ, IL6 y PDGF-que regulan el coláge-no de tipo I a nivel de la transcripción y la traducción (28, 33, 40, 50, 97) . Las CEH activadas secretan también angiotensina II, que ejerce efectos fibrogénicos por la vía de la NADPH-oxidasa (41, 42) . Las CEH son las grandes reguladoras de la remodelación de la MEC. La familia de metaloproteinasas de la matriz (MMP) contribuye a la degradación patológica o restauradora de dicha matriz (41, 42) . Estas enzimas se agrupan en cinco categorías según su especificidad de sustrato: colagenasas intersticiales (MMP-1, -8, -13), gelatinasas (MMP-2, -9), estromelisinas (MMP-3, -7, -10, -11), metaloproteinasas de tipo membrana (MMP-14 o MT1-MMP, -15, -16, -17, -24, -25) y metaloelastasa (MMP-12) (41, 42) . Las metaloproteinasas pueden activarse por escisión proteolítica o inhibirse por la unión a inhibidores específicos conocidos con el nombre de inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMP) (45) .
El término degradación "patológica" de la matriz hepá-tica hace referencia a la ruptura precoz de la matriz subendotelial normal, que tiene lugar por la acción de cuatro enzimas: la MMP-2 y la MMP-9, que degradan el colágeno de tipo IV; la MT1-MMP, que activa la MMP-2 latente, y la MMP-3, que degrada los proteoglicanos y las glucoproteínas, y activa también las colagenasas latentes (43) . La falta de degradación de la matriz extracelular es una de las razones principales de que la fibrosis progrese hacia la cirrosis (7) . En humanos, la MMP-1 (en roedores, la MMP-13) es la principal proteasa que degrada el colágeno de tipo I, la principal proteína colagenosa en la fibrosis hepática (98) . Alternativamente, es posible que otras enzimas, como la MT1-MMP y la MMP-2, tengan actividad de colagenasa intersticial (98) . Más importante aún es que la fibrosis progresiva se asocia con elevaciones pronunciadas de TIMP-1 y TIMP-2 (44, 46) , lo que conduce a un descenso neto de la actividad proteasa y, por tanto, de la acumulación de matriz. Las CEH son la fuente principal de estos inhibidores (44, 46) .
-Papel de la inmunidad innata. El consumo de alcohol media en la supresión de la inmunidad innata, ya que disminuye la actividad de las células NK y su número (99, 100) . El sistema inmunitario del hígado está compuesto de células de Kupffer, células NK, células NK-T e interferón alfa y gamma (IFNα y IFNγ). Las células NK puden matar a las CEH activadas, mientras que el IFNα y el IFNγ bloquean la señalización del TGF-β1 y la activación de las CEH (101, 102) .
REVERSIÓN Y TRATAMIENTO
Corrientes de pensamiento actuales pero también cuestionables sugieren que podría revertirse la fibrosis induciendo la apoptosis o necrosis de las CEH activadas, o menos probablemente transformando las CEH activadas en un fenotipo más quiescente.
-Apoptosis de las CEH activadas. La resolución espontána de la fibrosis experimental se asocia con la eliminación de los miofibroblastos α-sma-positivos productores de colágeno de tipo I (CEH activadas y fibroblastos portales transdiferenciados) (103) . La eliminación de las CEH se ha atribuido a la inducción de apoptosis (103) . La apoptosis de los miofibroblastos se asocia a una menor expresión de TIMP1, que protege a las CEH activadas de la apoptosis, y a un aumento de la actividad de la MMP-1 en el hígado (103) .
-Transdiferenciación inversa de las CEH activadas hacia un fenotipo quiescente. Un planteamiento teórico para revertir la fibrosis es la transdiferenciación de las CEH activadas hacia un fenotipo más quiescente. Las CEH quiescentes están llenas de vitamina A y triglicéri-dos, que desaparecen en las CEH activadas (26, 28) . La regulación transcripcional adipogénica/lipogénica que confieren PPAR, LXR y SREBP-1c es necesaria para mantener el fenotipo quiescente y almacenador de grasa de las CEH (104) . La expresión de estos factores de transcripción se pierde en las CEH activadas (104) . Por otra parte, el tratamiento de las CEH activadas con un cóctel de diferenciación adipocitaria o la expresión ectó-pica de PPARγ o SREBP-1c produce el cambio hacia el fenotipo quiescente (105) (106) (107) .
El tratamiento más eficiente de las hepatopatías alcohólicas suele ser la suspensión del agente productor, es decir, del alcohol. Aunque la fibrosis hepática es reversible, la cirrosis, la consecuencia terminal de la fibrosis, es generalmente irreversible. Así, los esfuerzos por comprender la fibrosis se centran fundamentalmente en los sucesos que conducen a la acumulación inicial de matriz extracelular (p. ej., el colágeno I) con la esperanza de encontrar dianas terapéuticas para poder frenar su progresión o contribuir a su resolución. La inhibición de la activación y proliferación de las CEH, y de la mayor producción de MEC constituye un paso crucial para poder intervenir en la fibrogénesis hepática.
